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Cílem této bakalářské práce je studium chemických chaperonů, jakožto ochranných látek 
enzymů před denaturačními procesy. V experimentální části práce byly zkoumány protektivní 
účinky pěti vybraných potenciálních protektivních látek – derivátů 3-hydroxybutyrátu – 
na dvou modelových enzymech: lipáze a lysozymu. Protektivní účinky potenciálních 
chemických chaperonů byly zkoumány metodou dynamického rozptylu světla (DLS), kterou 
byla stanovována distribuce velikosti vznikajících agregátů lipázy v závislosti na teplotě 
při tepelně indukované denaturaci. Dále byla použita diferenciální kompenzační kalorimetrie 
(DSC), kterou byla stanovena teplota denaturace lysozymu v přítomnosti nebo nepřítomnosti 
potenciálně protektivních látek. Posledním parametrem bylo stanovení vlivu potenciálně 
protektivních látek při různých koncentracích na katalytickou aktivitu lipázy a stanovení 
residuální aktivity lipázy po aplikaci dvou denaturačních faktorů – zvýšené teploty a mražení.  
Ze všech testovaných strukturních analogů 3-hydroxybutyrátu byl nejvyšší protektivní 
efekt (stabilizace molekuly enzymu) pozorován u jantaranu, který disponuje dvěma 
karboxylovými skupinami. Naopak 1,3-butandiol nevykázal prakticky žádnou protektivní 
účinnost, což dokazuje, že přítomnost karboxylové skupiny je pro protektivní účinek zcela 
zásadní. Nízká protektivní účinnost butyrátu dále naznačuje, že je nezbytné, aby efektivní 
protektant kromě karboxylové skupiny obsahoval i další funkční skupinu – ať už 
karboxylovou nebo hydroxylovou. Výraznější protektivní účinek byl pozorován 
u 3-hydroxybutyrátu, než-li u 2-hydroxybutyrátu. Je zajímavé, že efektivní protektanty 
zároveň při vyšších koncentracích výrazně inhibují enzymovou aktivitu modelového enzymu, 
což pravděpodobně souvisí se solvatací a konformací proteinu v přítomnosti protektantů 
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The aim of this thesis is the study of chemical chaperones, as a preservative enzymes before 
denaturing processes. In the experimental part of the study we investigated the protective 
effects of five selected potential protective compounds – derivatives of 3-hydroxybutyrate – 
two model enzymes: lipase and lysozyme. Protective effects of potential chemical chaperones 
were investigated by dynamic light scattering (DLS), which was determined by the size 
distribution of the aggregates lipase produced depending on the temperature at the heat-
induced denaturation. Further we have been used differential scanning calorimetry (DSC), 
which was determined by the temperature of the denaturation of lysozyme in the presence or 
absence of potentially protective substances. The last parameter was to determine the effect of 
potentially protective agents at different concentrations on the catalytic activity of lipase and 
determining the residual lipase activity after application of denaturing two factors – the high 
temperature and freezing. 
Of all tested structural analogues of 3-hydroxybutyrate was the highest protective effect 
observed (stabilization of enzyme molecules) with the succinate, which has two carboxyl 
groups. Conversely, 1,3-butanediol showed virtually no protective activity, indicating that the 
presence of carboxyl groups on the protective effect of essential. The low protective efficacy 
butyrate further indicates that it is essential that an effective protectant in addition to the 
carboxyl group contained as a further functional group – either carboxyl or hydroxyl. More 
significant protective effect was observed in 3-hydroxybutyrate than in 2-hydroxybutyrate. 
Interestingly, the effective protectant while at higher concentrations strongly inhibit the 
enzyme activity of the model enzyme, which is probably related to the solvation and 
conformations of the protein in the presence of protectant and the availability of the active site 
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Enzymy jsou bílkovinné makromolekuly sloužící jako katalyzátory, které pomáhají realizovat 
chemické procesy v živých soustavách. Prostřednictvím chemických reakcí řídí a koordinují 
chemické děje v organismech, a tudíž by bez nich nemohl existovat život na Zemi. 
Už středověká lidská společnost dokázala využívat enzymy například v potravinářském 
průmyslu k výrobě piva (kvašení) nebo pekárenských výrobků. V současnosti, díky rozvoji 
izolačních a separačních technik, je možné enzymy blíže identifikovat, charakterizovat 
a následně s  nimi efektivně pracovat v různých odvětí průmyslu. K charakterizaci se využívá 
široká škála moderních metod, které jsou schopny stanovovat jejich aktivitu, specifitu účinku, 
molekulovou hmotnost atd.  
Většina průmyslově používaných enzymů je získávána z různých druhů mikroorganismů, 
protože pro průmyslové aplikace je nutné mít enzymy k dispozici ve velkém množství 
a za ekonomicky přijatelnou cenu. Z mikroorganismů ale nelze izolovat veškeré potřebné 
enzymy. Z rostlinných zdrojů je možné ve větším množství izolovat několik proteáz např. 
papain (papája) a ze živočišných zdrojů je možné izolovat například trypsin (slinivka břišní) 
nebo pepsin (žaludek).  
Pro průmyslové aplikace jsou enzymy hojně využívané, protože jsou na rozdíl 
od chemických katalyzátorů netoxické a mají vyšší účinnost. V přírodě ale funguje 
rovnováha, proto enzymy mají i určité nevýhody, např. že jsou velice citlivé na různé 
fyzikální, chemické či biologické faktory (vysoká teplota, pH atd.). Aby při působení 
nepříznivých faktorů nedocházelo k narušení prostorové struktury enzymů a následné ztrátě 
biologické funkce, používají se různé skupiny chemických chaperonů (látky s protektivním 
účinkem).  
Chemické chaperony jsou malé nízkomolekulární sloučeniny obvykle organického původu 
mající za úkol asistovat při samoskladbě enzymu a molekulu tím následně stabilizovat.  Tato 
protektivní funkce byla prokázána u 3-hydroxybutyátu, monomeru polyhydroxybutyrátu. 
Polyhydroxybutyrát je jeden z nejznámějších druhů polyhydroxyalkanoátů, což jsou 
biologicky odbouratelné polymery, které slouží jako uložiště uhlíku a energie pro bakteriální 
buňky. Patří k nejvýznamnějším biologicky syntetizovaným polymerům, právě díky možnosti 
biologické degradace a biokompatibilitě.  
Cílem této práce bylo objasnit souvislost mezi chemickou strukturou 3-hydroxybutyrátu 
a jeho chaperonovou aktivitou prostřednictvím souboru stabilizačních testů, ve kterých byly 
kromě 3-hydroxybutyrátu testovány i jeho další strukturní analogy obsahující čtyř uhlíkatý 




2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Obecná charakterizace enzymů 
2.1.1 Enzymy 
Enzymy jsou biokatalyzátory důležité pro řízení a koordinaci chemických dějů probíhajících 
uvnitř organismu prostřednictvím chemických reakcí. Tvoří nejpočetnější a biologicky 
nejdůležitější skupinu bílkovinných makromolekul. Kromě katalytické funkce mají navíc 
schopnost urychlovat chemické přeměny, a to bez vlivu na jejich rovnováhu [1, 2]. 
Tyto biomakromolekuly jsou netoxické, což je jeden z důvodů, proč se jim 
v průmyslových aplikacích dává přednost před chemickými katalyzátory. Kromě výhod mají 
i své nevýhody, může docházet k rychlé inaktivaci enzymu a jsou velice citlivé na řadu vlivů. 
Z tohoto důvodu musí mít uzpůsobené reakční podmínky v závislosti na typu enzymu a musí 
být bráno v potaz, že jejich katalytické schopnosti mohou být ovlivněny i dalšími 
sloučeninami přítomnými v prostředí [3]. 
V porovnání s chemickými katalyzátory jsou často enzymy účinnější, protože reakční 
rychlost dějů katalyzovaných enzymy je o několik řádů vyšší než reakční rychlost při využití 
chemických katalyzátorů. Jako každé katalyzátory i enzymy snižují aktivační energii reakce 
tím, že reakční krok převedou na dva, čímž zkrátí čas k dosažení chemické rovnováhy. Díky 
tomuto snížení energetické bariéry jsou enzymaticky katalyzované reakce 108 až 1014krát 
rychlejší než reakce nekatalyzované [1, 2, 4]. Další výhodou enzymů, oproti jiným 
katalyzátorům, je vyšší specifičnost pro určitou reakci, což zabraňuje tvorbě vedlejších 
produktů [3]. 
Enzymy se nachází ve všech živých systémech a předpokládá se, že i ty nejjednodušší 
buňky obsahují přes 3 000 enzymů [5]. Nicméně bylo dokázáno, že účinnými katalyzátory 
nemusí být pouze bílkovinné makromolekuly, ale že vysoce aktivním biokatalyzátorem může 
být i např. molekula RNA [3].  
2.1.2 Struktura enzymů 
Enzymy patří mezi globulární bílkoviny, přičemž mají ze 60–70 % povahu složených 
bílkovin [1]. Složené enzymy se nazývají holoenzymy a skládají se z bílkovinné části –
apoenzymu a z nebílkovinné části – kofaktoru [2]. Stavební jednotkou bílkovinné části je 
aminokyselina. Aminokyselina má svůj základní skelet α-typu, karboxylová i aminová 
skupina jsou vázány na tentýž Cα-atom. Substituent R je taktéž vázán na Cα, označuje se jako 
postranní řetězec aminokyseliny a rozhoduje o individuálním charakteru bílkoviny. Jednotlivé 
aminokyseliny jsou spojeny peptidovou vazbou v polypeptidový řetězec, pořadí aminokyselin 
přitom udává primární strukturu bílkoviny [1]. Molekula enzymu, je z hlediska struktury, 
zcela totožná s ostatními bílkovinami. Dle stupně organizace dělíme strukturu bílkovin 
na primární, sekundární, terciární a kvarterní [1, 3]. 
2.1.2.1. Kofaktory 
Kofaktory jsou nízkomolekulární struktury různé chemické povahy (nukleotidy, komplexy 
kovů nebo pouze funkční skupiny), které neobsahují aminokyseliny. Ve své struktuře zato 
obvykle obsahují heterocyklus. Jejich funkce spočívá v přenosu elektronů, atomů nebo skupin 
atomů při biochemických, enzymově katalyzovaných reakcích. Pokud je kofaktor pevně, 
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obvykle kovalentně, vázán na bílkovinnou složku enzymu, je považován za součást molekuly 
a nazývá se prosthetická skupina. Jestliže je kofaktor s bílkovinnou složkou vázán slabě 
prostřednictvím nekovalentní vazby, která mu umožňuje lehce se od ní oddělovat, nazýváme 
jej koenzymem [2, 3].  
2.1.3 Enzymová katalýza a aktivní místo enzymu 
Enzymová katalýza probíhá v aktivním centru enzymu, které zaujímá pouze malou část 
bílkovinné molekuly (Obr. 1). Aktivní místo enzymů má tvar pukliny nebo jamky, je 
trojrozměrné a tvořeno částí polypeptidového řetězce. Obsahuje skupiny účastnící se reakce, 
které jsou zodpovědné za přeměnu substrátu na produkt tzv. katalytické skupiny. Dále sestává 
ze skupin vazebných, které jsou v přímém kontaktu se substrátem, zajišťují jeho vazbu, ale 
na enzymatické reakci se nepodílejí. Vedle těchto skupin hrají důležitou roli i stabilizační 
skupiny vytvářející vhodné prostředí pro zajištění vazby enzym-substrát [2].  
Na základě typu a mechanismu reakce můžeme enzymy rozdělit do několika skupin. 
Enzymy první skupiny fungují na principu acidobazické katalýzy, reaktivita jednoho 
z reaktantů je zvýšena protonací, případně snížena odštěpením protonu. To zapříčiní, že 
katalyticky účinné jsou potom buď kyselé, nebo bazické skupiny aktivních center, tedy 
karboxylové, aminové, fenolové, thiolové a hlavně imidazolové skupiny. Druhá skupina 
reakcí probíhá prostřednictvím kofaktoru. Substrát se vazbou na enzym dočasně dostává 
do styku s kofaktorem, což usnadňuje vzájemnou reakci. Kovalentní katalýzou probíhají ty 
reakce, při kterých působením enzymů vznikají vysoce reaktivní, kovalentní intermediáty se 
substráty. Kromě uvedených typů mechanismů katalýzy existují i skupiny serinových, 
cysteinových, histidinových a lysinových enzymů, využívající své vlastní mechanismy [2]. 
Princip enzymové katalýzy spočívá v relativně slabé vazbě substrátu do aktivního centra 
apoenzymu za vytvoření komplexu enzym-substrát (ES), přičemž specifita vazby závisí 
na přesně definovaném uspořádání atomů v aktivním centru. Po navázání enzymu se substrát 
enzymovou katalýzou přemění na produkt, který reakci opouští a enzym následně pokračuje 
v přeměně další molekuly substrátu. Rychlost přeměny substrátu na produkt je závislá 
na koncentraci substrátu, koncentraci enzymu, teplotě, pH, iontové síle a na přítomnosti 
efektorů [2, 3]. Efektory, nebo také modifikátory, jsou sloučeniny, které pomocí 
nekovalentních vazeb na biopolymery ovlivňují biologickou aktivitu enzymu. Efektory přitom 
dělíme na ty, které zvyšují aktivitu enzymu tzv. aktivátory a na inhibitory, které naopak 




Obr. 1: Schéma enzymu s aktivním centrem [2]. 
2.1.4 Specifita enzymů 
Enzymy se vyznačují vysokou specifitou účinku. Projevuje se tzv. substrátová specifita, 
kterou vykazuje pouze bílkovinná část enzymu. Jedná se o schopnost enzymu vytvářet 
komplex enzym-substrát pouze s konkrétním substrátem a k vytvoření tohoto komplexu musí 
být zajištěno správné uspořádání aktivního centra na apoenzymu. V předešlých studiích bylo 
zjištěno, že substrátová specifita probíhá ve třech krocích. Nejprve se jedná o strukturní 
specifitu, kdy enzym rozpoznává obecné strukturní znaky na substrátu. Tento krok závisí 
na druhu enzymu a může být buď absolutní, což znamená, že enzym bude katalyzovat 
přeměnu jediného substrátu, nebo může nastat nejběžnější situace, kdy enzym katalyzuje 
určitou reakci u celé skupiny substrátu stejného typu, tzv. skupinová. Existují i druhy enzymů 
s tzv. relativní skupinovou specifitou, kdy enzym katalyzuje reakci pouze jedné skupiny 
substrátů, ale ve snížené aktivitě dokáže katalyzovat i skupiny jiného charakteru. V druhém 
kroku musí být zajištěna tzv. regiospecifita, díky které enzymaticky katalyzovaná reakce 
probíhá na určeném místě substrátu. V posledním kroku musí být dodržen průběh katalýzy 
v rámci stereospecifity [3]. 
Enzymy navíc vykazují reakční specifitu, tj. specifita k typu katalyzované reakce, kterou 
stanovuje kofaktor a bílkovinná složka enzymu [3]. 
Podle reakční specifity dělíme enzymy do šesti tříd:  
1) Oxidoreduktázy – katalyzují pouze oxidačně-redukční reakce, obsahují pouze 
složené bílkoviny, tvoří nejpočetnější skupinu. 
2) Transferázy – katalyzují intermolekulární přenos skupin například –CH3 a –NH2 
z donoru na akceptor, též obsahují složené bílkoviny. 
3) Hydrolázy – katalyzují hydrolitické reakce, častěji ve své struktuře obsahují 
jednoduché bílkoviny. 
4) Lyázy – katalyzují nehydrolytické štěpení nebo energeticky nenáročné syntézy, 
katalyzují vznik vazeb C–C, C–N a C–O, jedná se o složené bílkoviny. 
5) Izomerázy – katalyzují izomerační reakce, je to nejméně početná skupina 
zahrnující pouze jednoduché bílkoviny. 
6) Ligázy – katalyzují syntézu dvou molekul za současné hydrolýzy makroergické 
sloučeniny (obvykle ATP), jedná se o skupinu složených bílkovin [2]. 
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2.1.4.1. Charakterizace lipázy 
V rámci této práce byla využívána lipáza jako modelový enzym, proto se jí budeme věnovat 
o něco podrobněji. Lipáza je enzym ze skupiny hydroláz a řadí se mezi tzv. lipolytické 
enzymy neboli karboxylesterázy, které hydrolyzují acylglyceroly na mastné kyseliny 
a glycerol. Pokud hydrolyzují acylglyceroly s uhlíkatým řetězcem mastných kyselin kratším 
než 10 C, nazývají se esterázy nebo karboxylázy. Enzymy hydrolyzující acylglyceroly 
s počtem uhlíků v řetězci větším než 10, jsou označovány jako lipázy neboli triacylglycerol 
acylhydrolázy. Rozdíl mezi esterázou a lipázou spočívá v tom, že zatímco esterázy jsou 
aktivní ve vodných roztocích, tak lipázy jsou aktivnější na rozhraní olej-voda, tedy 
v heterogenním systému. V předchozích studiích bylo zjištěno, že dosáhnout úplné hydrolýzy 
triacylglycerolu lipázou je velice obtížné, protože probíhá právě v heterogenním systému 
[1, 6]. Principem hydrolýzy je rozštěpení triacylglycerolu na diacylglycerol v konfiguraci 1,2- 
či 1,3- a anion mastné kyseliny, následně vzniká monoacyl v konfiguraci 2- či 1- a anion 
mastné kyseliny a nakonec glycerol a aniony mastných kyselin (Obr. 2). Díky různé specifitě 
vzhledem k poloze hydrolyzované esterové vazby nebo vázané mastné kyseliny rozeznáváme 
různé druhy lipáz [1]. 
Pro průmyslové aplikace je možné izolovat lipázy živočišného původu (slinivka břišní, 
játra a žaludek), mikrobiálního (bakterie, houby, kvasinky) nebo rostlinného původu. Nejlépe 
prostudovány jsou zejména lipázy z pankreatu, krevní plazmy, mléka, olejnatých rostlin, 
obilních klíčků, plísní a bakterií [1, 7]. Mikrobiální lipázy se v současnosti dostávají 
do popředí, protože mají velký biotechnologický potenciál. Vykazují vysokou substrátovou 
specifitu, obvykle je navíc možné je izolovat ve velkém množství a s nízkými náklady 
na výrobu. Z těchto příčin jsou mikrobiální lipázy používány např. při výrobě bionafty, 
v potravinářském, farmaceutickém průmyslu atd. Již dlouhá léta je známo, že houba z rodu 
Rhizopus oryzea produkuje lipázy extracelulárně. Tato lipáza má poté široké uplatnění 
v průmyslových odvětvích například pro výrobu bionafty. Dalšími producenty mikrobiálních 
lipáz jsou Candida lipolytica, Rhizopu selemar a Yarrowia lipolytica [5, 8].  
 
Obr. 2: Hydrolýza triacylglycerolu pankreatickými lipázami [9]. 
2.1.4.2. Charakterizace lysozymu 
Dalším modelovým enzymem využívaným v této práci byl lysozym. Jedná se o enzym 
vykazující silný antibakteriální účinek a stejně jako lipáza se řadí do skupiny hydroláz. 
Lysozym lze izolovat z různých živočišných a rostlinných tkání i mikrobiálních organismů, 
konkrétně např. z ptačích vajec, mateřského mléka savců a bakterií. U člověka se vyskytuje 
například ve slinách, slzách a nosním hlenu. Díky svým antibakteriálním účinkům je lysozym 
široce využíván ve farmaceutickém a potravinářském průmyslu. Nejčastějším zdrojem 
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lysozymu pro průmyslové aplikace je bílek slepičích vajec. Samotný enzym je tvořen jedním 
polypeptidovým řetězcem se 129 aminokyselinovými zbytky [1]. V potravinářském průmyslu 
se lysozym využívá jako ochranný prostředek pro maso, masné výrobky, ryby a rybí 
produkty, mléko a mléčné výrobky, a dále pro ochranu ovoce a zeleniny. Lysozym není 
využíván pouze pro své antibakteriální účinky, je také užitečný např. při procesu stárnutí sýru, 
kdy snižuje účinek kvašení máselné bakterie (Clostridium tyrobutyricum, Clostridium 
butyricum), která nepříznivě ovlivňuje kvalitu sýru [10, 11]. 
Funkce lysozymu spočívá v narušení vazby peptidoglykanu v buněčné stěně bakterií, což 
způsobuje lýzi buněk. Gram-pozitivní a Gram-negativní bakterie mají rozdílnou strukturu 
buněčné stěny, a proto se účinek enzymů u těchto typů bakterii liší. Gram-pozitivní bakterie 
mají vyšší obsah peptidoklykanu, tudíž mají pevnější buněčnou stěnu než bakterie 
Gram-negativní. Peptidoglykan je lineární polymer skládající se z derivátů 
N-acetylmuramové kyseliny a jednotkami N-acetyl-D-glukosaminu. Lysozym katalyzuje 
hydrolýzu v místě β-1,4-glykosidické vazby, kterou jsou jednotky spojené. Z tohoto důvodu 
jsou Gram-pozitivní bakterie na účinek lysozymu náchylnější [12, 13]. 
2.1.5 Denaturace enzymů 
Bílkoviny jsou termodynamicky stabilní jen za určitých podmínek, které musí být 
kompatibilní s jejich biologickou funkcí. Pokud se tyto podmínky změní, dochází 
k tzv. denaturaci. Při denaturaci dochází ke ztrátě biologických funkcí v živém organismu 
vlivem působení fyzikálních, chemických a biologických faktorů. Denaturaci enzymů 
vyvolávají různé denaturační faktory, které se dají rozlišit na fyzikální (teplo, vysoké tlaky, 
ultrazvuk a elektromagnetické záření) a chemické (pH, nepolární rozpouštědla, tenzidy, 
močovina atd.). Tyto faktory se vzájemně ovlivňují, a proto se při popisu účinku jednoho 
faktoru musí současně zohlednit i ostatní faktory mající vliv na denaturační proces. 
Při denaturaci enzymu dochází k rozpadu jeho organizované nativní prostorové struktury, kdy 
se naruší pouze vyšší struktury, ale primární struktura zůstává stále zachována. Důsledkem 
denaturace je tedy vznik neuspořádaného polypeptidového klubka [1]. 
Tyto transformační procesy mohou být jednoduše vratné nebo dokonale nevratné.  Pokud 
nastane trvalá ztráta biologických funkcí, je to díky postdenaturačním reakcím 
denaturovaných molekul.  Děje vratné lze rozdělit na termodynamicky vratné, kdy nativní 
a denaturovaná forma se nacházejí v rovnováze a změna konformace může být obrácena 
pouhým navrácením bílkoviny do svých optimálních (původních) podmínek. Druhým typem 
je tzv. renaturace, kdy proces navrácení do své nativní konformace vyžaduje např. dialýzu, 
kterou se šetrně odstraní určité denaturační činidlo [1, 14, 15]. Ke studiu denaturačních 
procesů jde použít široké spektrum metod.  Obvykle je sledována katalytická aktivita proteinu 
v závislosti na účinku různých denaturačních faktorů. Pro sledování minoritních změn 
v nativní konformaci bílkovin jsou využívány metody optické anebo je porovnávána 
chemická reaktivita některých funkčních skupin molekul. Hlubší změny konformace je možné 
odhalit srovnáním molekulově kinetických parametrů denaturované a nativní bílkoviny [1].  
2.2 Metody charakterizace enzymů 
Katalytická funkce enzymů je využívána už po tisíciletí např. v  pekárenství nebo 
pivovarnictví. Hrají klíčovou roli při procesech růstu, vývoje, rozmnožování, udržování 
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homeostázy a chrání veškeré organismy na Zemi včetně člověka [16]. Enzymy se využívají 
i jako užitečná analytická činidla např. v klinické biochemii při diagnostice chorob. Použití 
enzymů v medicíně je výhodné pro jejich specifický účinek, díky kterému jsou citlivé, rychlé 
a umožňují stanovit určitou látku ve složité směsi. Ve většině případů není vzorek nutný před 
analýzou upravovat nebo hledanou látku izolovat. Enzymy jsou také nedílnou součástí 
buněčných a genových technologií. Používají se rovněž ke značení různých významných 
látek, zvláště při imunochemických stanovení, čímž se využitelnost stanovení enzymových 
katalytických aktivit dále rozšiřuje. Pro tuto širokou škálu aplikací je nezbytné důkladné 
studium jejich vlastností a také jejich identifikace. V současnosti existuje řada moderních 
analytických metod, kterými jde rychle a efektivně stanovovat například katalytickou aktivitu, 
specifitu účinku, molekulovou hmotnost atd. [3]. 
Enzymová aktivita je v biologických souvislostech nejdůležitější vlastnost enzymu. 
Definujeme ji jako rychlost přeměny substrátu enzymovou katalýzou na produkt, a lze ji 
stanovit pouze kinetickou metodou. Účinnost enzymu závisí na konformaci molekuly. Pokud 
se změní struktura enzymu např. denaturací, dochází ke snížení nebo úplné ztrátě enzymové 
aktivity. Znalost enzymové aktivity umožňuje nepřímé stanovení koncentrace enzymu 
měřením spotřeby příslušného substrátu nebo měřením množství vzniklého produktu 
enzymové reakce za jednotku času [1, 2, 17]. V předešlých letech byl několikrát změněn 
způsob vyjadřování katalytických aktivit enzymů. Podle poslední definice IUPAC z roku 
1981 jsou používány pouze jednotky v níže uvedené tabulce (Tab. 1) [1]. 
 
Tab. 1:  Seznam veličin a jejich základních jednotek používaných v enzymové kinetice [3]. 
Veličina Základní jednotka 
Rychlost přeměny substrátu 
(katalytická aktivita) mol/s
 
Reakční rychlost mol/l∙s 
Koncentrace katalytické aktivity kat/l  
Specifická katalytická aktivita 
(aktivita vztažená na kg enzymu) kat/kg 
 
Molární katalytická aktivita 
(aktivita vztažená na mol enzymu) 
kat/mol 
 
Metody stanovení katalytické aktivity enzymů lze rozdělit podle principu detekce substrátu 
nebo produktu na: 
1) Manometrické – první používané metody pro stanovení enzymové aktivity, možné 
je využít, pokud se při reakci uvolňuje nebo spotřebovává plyn. 
2) Fotometrické – jsou to dosud nejrozšířenější metody stanovení katalytické aktivity 
enzymů, jsou založené na změně koncentrace substrátu nebo produktu za jednotku 
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času, která je přímo úměrná změně absorbance za stejný časový interval, a to 
za předpokladu platnosti Lambertova-Beerova zákona. 
3) Elektrochemické – potenciometrie, ampérometrie, polarografie, konduktometrie, 
coulometrie apod., jsou založené na skutečnosti, že změna koncentrace substrátu 
nebo produktu je přímo úměrná změně některé elektrické veličiny 
(oxidoredukčnímu potenciálu, elektrickému proudu, celkovému náboji, vodivosti). 
4) Radiometrické – využívá značení substrátu radionukleotidem, aktivita se poté 
stanoví změřením radioaktivity; tato metoda má výhodu ve vysoké citlivosti 
stanovení, ale zároveň to je metoda poměrně drahá a je nutné separovat substrát 
od produktu, aby bylo možné výsledek vyhodnotit. 
5) Separační – tyto metody lze rozdělit na metody založené na různé distribuci 
jednotlivých složek mezi dvě fáze (plynová a kapalinová chromatografie) nebo 
na metody založené na odlišné pohyblivosti jednotlivých složek ve stejnosměrném 
elektrickém poli (elektroforéza) [1]. 
2.2.1 Spektrofotometrické metody  
Spektrofotometrické metody jsou nejpoužívanějšími metodami pro měření katalytické aktivity 
enzymů. Metoda využívá schopnost látek pohlcovat elektromagnetické záření v ultrafialové 
nebo viditelné části spektra (Tab. 2), což je dáno jejich strukturou. Pro měření se využívá 
vlnová délka, při které sledovaný produktu (substrát) nejvíce absorbuje. V případě, že substrát 
nebo vzniklý produkt neabsorbuje elektromagnetické záření, je možné použít chemickou 
reakci pro zbarvení výsledného produktu (substrátu) [1]. 
Tab. 2: Oblasti záření v elektromagnetickém spektru [18]. 
Oblast záření Vlnová délka 
Daleké ultrafialové záření 10−200 nm 
Blízké ultrafialové záření 200−400 nm 
Viditelné záření 400−750 nm 
Blízké infračervené 0,75−2,2 µm 
Střední infračervené 2,5−50 µm 
Daleké infračervené 50−1000 µm 
 
Princip metody spočívá v tom, že úbytek substrátu nebo příbytek produktu je přímo 
úměrný změně absorbance v daném časovém intervalu. Tato podmínka je splněna v případě, 
že platí Lambertův-Beerův zákon: 
 
dcA   , (1)  
 
 
kde A je absorbance, ε molární absorpční koeficient [l/mol∙cm], c koncentrace [mol/l] 
a d tloušťka absorbující vrstvy [cm] [1]. 
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Úbytek nebo přírůstek absorbance je možné měřit dvěma způsoby. Buď je průběh reakce 
lineární a stačí proměřit 2 hodnoty absorbance, obvykle na začátku a na konci reakce, nebo je 
možné měřit absorbanci „bodově“, tedy odečítat hodnotu absorbance ve zvolených časových 
intervalech. Pro správnost měření je obvykle dostačující odečítat hodnotu absorbance v 0,5 až 
1 minutových intervalech, ale existují i pomalejší reakce, kde se musí intervaly měření 
prodloužit.  Uvedené ruční měření katalytických aktivit se provádí pomocí spektrofotometru. 
Toto měření je vhodné pro malý počet vzorků. Pro větší počet vzorků je lepší použít 
„kontinuální měření“ např. s využitím ELISA readeru, což je modifikovaný spektrofotometr 
umožňující měřit absorbanci barevné reakce při vybraných vlnových délkách. Vzorek je 
napipetován do potřebného počtu jamek mikrotitrační destičky, což umožňuje kontinuálně 
měřit více vzorků zároveň [1, 19]. 
2.2.2 Elektroforetické metody 
Separační techniky se často používající k isolaci a purifikaci proteinů, zmíněná 
elektroforetická separace je obvykle používána až jako poslední krok po celém izolačním 
procesu. Elektroforéza je separační technika, která umožňuje kvalitativní i kvantitativní 
analýzu na základě rozdílné pohyblivosti nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém poli. 
Elektroforetická mobilita iontů přitom závisí na velikosti náboje, velikosti a tvaru molekul, 
na povaze nosičů, elektrolytů atd. Principem metody je putování částic směrem k opačně 
nabité elektrodě rychlostí, která je úměrná velikosti náboje [2]. 
Existují dva základní typy elektroforetických metod. Volná elektroforéza, která se provádí 
ve volných roztocích (elektrolytu) a gelová elektroforéza, která se provádí na hydrofilních 
porézních nosičích [20]. Volná elektroforéza neboli elektroforéza s pohyblivým rozhraním se 
provádí ve vodném roztoku pufru. V případě gelové elektroforézy probíhá separace 
na nosičích, které jsou uspořádány buď do sloupce, nebo jsou rozprostřeny na ploše (sklo, 
hliníkové fólie apod.). Pro analytické potřeby se běžněji používají nosiče uspořádané plošně. 
Prvními používanými nosiči byl chromatografický papír, acetát celulózy, celulóza a škrob. 
V současné době se ale dává přednost gelovým materiálům, a to konkrétně agarózovému, 
škrobovému a polyakrylamidovému gelu. Podle toho, jaké částice separujeme, se vybírá typ 
gelu a orientace separace. V případě separace proteinů se používá polyakrylamidový gel (Obr. 
3) a elektroforéza probíhá ve vertikální poloze. Naopak v agarózovém gelu v horizontální 
poloze probíhá nejefektivněji separace nukleových kyselin [2]. 
Mezi nejvyužívanější elektroforetické metody pro čištění a izolaci proteinů patří 
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE), isoelektrická fokusace (IEF) a kapilární 




Obr. 3: Schéma polyakrylamidového gelu [21]. 
2.2.2.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným (PAGE-SDS) 
Metoda PAGE-SDS je rozšířením elektroforézy v polyakrylamidovém gelu (PAGE) a slouží 
pro separaci bílkovin a ke stanovení jejich molekulové hmotnosti. Tato destruktivní metoda 
není často používána pro izolaci enzymů, protože enzymy v přítomnosti SDS denaturují 
a ztrácí katalytickou aktivitu. Přesto nachází uplatnění pro identifikaci enzymů a používá se 
v některých zvláštních případech např. pro oddělení více forem celulázy z Trichoderma 
reesei. Tyto metody lze využít i pro separaci nukleových kyselin, pokud se jedná o separaci 
sekvencí o malém počtu bází [20, 22]. 
Velikost molekuly proteinu určuje separační účinnost této metody. SDS je anionaktivní 
detergent dodecylsulfátu sodného, který se na většinu proteinů váže v poměru 1,4 mg SDS 
na 1 mg bílkoviny [23]. Následně všechny proteiny ve směsi získají uniformní záporný náboj, 
který je úměrný jejich molekulové hmotnosti. Navázáním dojde ke ztrátě prostorové struktury 
a proteiny denaturují do tvaru tyčinek. Odseparování jednotlivých frakcí je možné regulovat 
tím, jakou zvolíme koncentraci gelu. Nejmenší molekuly proteinu putují gelem nejdál 
a největší se zakoncentrují nejblíže od nástřiku vzorku [23]. Pokud chceme zachovat aktivitu 
enzymu, tak je vhodnější použít nativní gelovou elektroforézu probíhající taktéž 
na polyakrylamidovém gelu. Při této metodě nedochází k denaturaci pomocí SDS a enzymy 
se separují podle velikosti i náboje a aktivu lze detekovat pomocí barvení přímo v gelu [22]. 
2.2.2.2. Isoelektrická fokusace (IEX) 
Touto metodou probíhá separace na základě povrchového náboje proteinů ve stejnosměrném 
elektrickém poli. Proteiny jsou děleny na nosičích, které mohou být jak kapalného, tak 
gelového charakteru. Následně se v matrici vytvoří lineární pH gradient rostoucí od anody ke 
katodě z nosných amfolytů, což jsou komplexní směsi amfoterních pufrů. Jak již bylo 
zmíněno výše, proteiny se skládají z aminokyselin, které obsahují jak negativně nabité 
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karboxylové skupiny, tak kladně nabité amino skupiny, tudíž se v závislosti na disociaci 
těchto skupin bude jejich celkový náboj měnit s hodnotou pH. V kyselém prostředí gelu se 
změní celkový náboj proteinů na kladný díky protonaci karboxy- a amino- skupin a částice 
budou putovat ke katodě. V určitém místě gelu způsobí celkový pozitivní náboj proteinů 
migraci zpět od anody do zásaditého prostředí. V případě, že kladně nabité proteiny doputují 
do zásaditého prostředí gelu, budou se díky deprotonaci skupin nabíjet záporně a budou 
putovat k anodě. V pH rovném jejich izoelektrickému bodu (pI) je molekula proteinu 
neutrální a zakoncentruje se do gelu, elektroforetická mobilita bude nulová [22]. 
Pro úspěch metody je důležitý správný výběr nosiče, záleží na tom, aby daný nosič nijak 
nebrzdil volnou migraci proteinů a neobsahoval volné nabité skupiny, které by rušily 
ustanovení pH gradientu. Často používanými matricemi bývají agarózové a polakrylamidové 
gely. Výhodou agarózových gelů je velikost pórů (až 500 nm), často ale obsahují větší 
množství negativně nabitých skupin, což činí potíže při sestavení pH gradientu. Obvykle se 
používají v koncentraci od 0,5 do 1,25 %. Výhodou polyakrylamidových gelů je, že jsou 
tvořeny z monomeru akrylamidu, a proto je možné je připravit podle požadavků separace 
[22].  
2.2.2.3. Kapilární gelová elektroforéza (CE) 
Kapilární elektroforéza, případně vysokoúčinná kapilární elektroforéza (HPCE) je separační 
metoda vhodná pro analýzu malých anorganických a organických iontů, makromolekul 
(proteiny, fragmenty nukleových kyselin) nebo i velkých částic jakými jsou např. buňky, 
buněčné organely a mikroorganismy [24]. V případě enzymů je tato metoda vhodná pro 
stanovení enzymové aktivity zejména díky minimální spotřebě vzorku a možnosti analýzy 
komplexních vzorků i s vysokou koncentrací proteinů. Výhodou je i široká použitelnost 
metod pro detekci. Mohou se spojit např. se spektrofotometrickou, fluorescenční, 
elektrochemickou, chemiluminiscenční nebo hmotnostně spektrometrickou detekcí [16].  
Kapilárních elektroforéz je mnoho druhů (volná kapilární elektroforéza, gelová kapilární 
elektroforéza atd.), v případě gelové kapilární elektroforézy se kapilára s vnitřním průměrem 
v rozmezí 25–75 μm a délkou 100–1 000 mm naplní polymerem, který se chová jako 
molekulární síto a separuje molekuly na základě jejich velikostí. Účinnost separace ovlivňuje 
elektroforetický pohyb nabitých částic gelovou matricí směrem k elektrodě. Účinnost této 
metody je ovlivněna porozitou použitého gelu, velikostí separovaných molekul, poměrem 
velikosti molekul a jejich náboje atd. [2]. 
2.2.3 Alternativní metody  
2.2.3.1. Dynamický rozptyl světla  
Dynamický rozptyl světla (DLS z anglického Dynamic Light Scattering) neboli 
kvazielastický rozptyl světla, případně fotonová korelační spektroskopie, je fyzikální 
analytická metoda, která zkoumá vlastnosti částic v objemu roztoku a je v současné době 
velmi používanou technikou pro měření velikosti částic a charakterizaci distribuce velikosti 
částic v submikronové oblasti. Tuto metodu je možné využít při charakterizaci emulzí, micel, 
lipozomů, latexů a pigmentů. Další uplatnění má metoda v oblasti biologie a mikrobiologie, 
a to při studiu bakterií, virů, proteinů a DNA [25].  
19 
 
Měření velikosti částic technikou DLS je možné například pomocí přístroje Zetasizer 
Nano ZS, nebo i jinými typy přístrojů z řady Zetasizer Nano. Tyto přístroje využívají jako 
budící zdroj světla červený laser o vlnové délce 633 nm [26]. Laserem je následně osvětlen 
vzorek a v reálných kapalinách jsou částice neustále v pohybu díky Brownovu pohybu a jsou 
zdrojem rozptýleného světla. Tento pohyb vzniká díky náhodné srážce částic s molekulami 
kapaliny. Je známo, že malé částice se v kapalině pohybují rychle a velké částice se pohybují 
pomalu. Principem metody je sledování vývoje fluktuací intenzity rozptýleného světla 
částicemi za čas. Přístroj nejdříve změří difúzní koeficient částic, jehož hodnota závisí 
na teplotě, viskozitě kapaliny a na velikosti částic a následně na základě Stokes-Einsteinovy 
rovnice vypočítá hydrodynamický poloměr. Hydrodynamický poloměr (případně průměr) je 
poloměr koule, která má za dané teploty v dispergovaném prostředí stejné hydrodynamické 
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kde d(H) je hydrodynamický průměr částice [m], D je translační difuzní koeficient [m2/s], k je 
Boltzmannova konstanta [J/K], T je absolutní teplota [K] a η je viskozita disperzního prostředí 
[Pa∙s]  [25, 26]. 
  Tímto způsobem je tedy možno zjistit, jak byly částice velké. Pokud je pohyb částic 
minimální a polohy v různých časových intervalech jsou podobné, tak se jedná o částice 
velkých rozměrů, pokud došlo k velkému pohybu a polohy částic jsou rozdílné, pak jsou 
částice ve vzorku menších rozměrů [25, 26]. 
K výhodám této metody patří rychlost a jednoduchost. Je to metoda absolutní, není tedy 
nutná kalibrace prostřednictvím standardů o známé velikosti částic, analýza vyžaduje jen 
velmi malé množství vzorku a měřící zařízení je komerčně dostupné a zautomatizované. Další 
z hlavních výhod této techniky je její využití při analýze velikosti částic s rozměry od 
několika nanometrů až do 1−2 m [25]. 
Nevýhodou je čištění a plnění kyvety, protože vzorek nesmí obsahovat prach ani 
mikrobublinky, jejichž přítomností by mohlo dojít k narušení nebo překrytí výsledného 
signálu. Je tedy nezbytným krokem vzorek odplynit a přefiltrovat [25].  
2.2.3.2. Diferenční kompenzační kalorimetrie 
Diferenční kompenzační kalorimetrie (DSC) někdy také překládaná jako „skenovací“ 
z anglického differential scanning calorimetry, je nejvýznamnější metoda termické analýzy 
[28]. 
Termickou analýzou jsou označovány techniky, při kterých jsou zkoumané vzorky 
vystaveny teplotním změnám (ohřevu, chlazení, konstantní teplotě nebo jejich kombinacím) 
a je měřena změna jejich vlastností, např. teplota, hmotnost nebo rozměry. Jsou to metody 
sloužící k analýze širokého spektra materiálů a je mnoho druhů termické analýzy, např. DTA 
– diferenční termická analýza, TG – termogravimetrie nebo výše zmíněná DSC [29, 30]. 
Principem metody diferenční kompenzační kalorimetrie je vystavení vzorků 
předdefinovanému teplotnímu programu (ohřev nebo chlazení) ve speciální cele 
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při definované rychlosti a se stanovenými atmosférickými podmínkami. Nejčastěji bývá 
použita dusíková atmosféra, aby se předcházelo kontaktu se vzduchem a následným reakcím. 
Vzorek je takto vystaven teplotním změnám spolu se vzorkem kontrolním, kterým je vybraný 
referenční materiál. Jako reference se téměř vždy používá prázdná pánvička. Pánvičky se 
mohou lišit tvarem i materiálem, záleží na druhu experimentu. Přístroj tedy měří rozdíl 
teploty nebo energie, kterou je nutno dodat, aby vzorek a referenční látka měly stejnou 
teplotu. Základem úspěchu je si také správně na základě experimentu nastavit rychlost 
ohřevu. V průběhu měření se zaznamenává signál, který udává teplotní anebo časové změny 
daného sledovaného parametru. Tímto způsobem je možno vyhodnotit teplotu tání, různé 
druhy krystalizací, tepelnou kapacitu, či teplotu degradace dané látky nebo směsi. Výhodou 
metody DSC je snadná příprava vzorku (navážka pouze okolo 3–10 mg) a velký rozsah teplot 
pohybující se od −150 °C do 1 500 °C [28, 29]. 
Na trhu je možné si vybrat ze dvou uspořádání přístroje. Buď DSC s tepelným tokem 
(hf-DSC) nebo DSC s kompenzací příkonu (power compensation DSC). V hf-DSC se měří 
rozdíl teplot mezi vzorkem a referencí pomocí rozdílu termoelektrických napětí jednotlivých 
termočlánků. Vzorek i reference jsou umístěny na samostatných teplotních čidlech, spojeny 
tepelným mostem a obě čidla jsou umístěna v jedné kalorimetrické cele. Přístroj je nutno 
kalibrovat pomocí standardů, což bývají čisté kovy o známé entalpii tání. Kalibrace se 
provádí proto, aby bylo možné převést termoelektrické napětí na tepelný tok. Výsledkem 
měření při tomto uspořádání je závislost tepelného toku na teplotě. DSC s kompenzací 
příkonu měří ve dvou samostatných celách, jedna pro pánvičku se vzorkem a druhá pro 
referenci (prázdná pánvička). Jako u hf-DSC je nutná kalibrace a měření probíhá podle 
nastaveného teplotního programu. Vzorek a reference jsou kontinuálně ohřívány případně 
ochlazovány a přístroj měří energii, která je nutná pro vyrovnání teplot mezi vzorkem 
a referencí [29]. 
2.3 Chaperony  
2.3.1 Obecná klasifikace chaperonů 
Veškeré proteiny jsou tvořeny na ribozomech jako přímé řetězce aminokyselin. Aby byly 
schopné zastávat své specifické funkce, musí být složeny do přesné trojrozměrné konformace. 
V případě, že se protein nachází v neaktivní konformaci, není tedy správně svinut do funkční 
trojrozměrné struktury, tak za účelem nápravy nastupují opravné látky tzv. chaperony [31]. 
Nacházejí se ve všech typech buněk, mají širokou škálu vazebných specifik a funkčních rolí, 
a lze je rozdělit na molekulární, farmakologické a chemické. Obecně jsou chaperony 
molekuly formující polypeptidový řetěz tak, aby protein zaujímal biologicky aktivní 
strukturu. Napomáhají proteinům správně se sbalit, případně i rozbalit, mohou zabraňovat 
jejich předčasnému sbalení a zabraňují vzájemné interakcí nesbalených proteinů, čímž 
předcházejí jejich agregaci [32, 33]. 
2.3.1.1. Molekulární chaperony 
Molekulární chaperony jsou speciální proteiny nebo proteinové komplexy, které se váží 
na špatně složený nebo rozložený polypeptidový řetězec a mají vliv na následné procesy 
skládání těchto řetězců. Chaperony rozpoznávají chybný protein a váží se na jeho hydrofobní 
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povrch, čímž inhibují agregaci proteinů a chrání je před denaturací. Lze je rozdělit do tří 
funkčních podtříd na základě mechanismu působení. Funkce „folding“ chaperonů (např. 
DnaK a GroEL) je založena na konformačních změnách pohaněných energií z rozkladu ATP 
na ADP. Tento typ chaperonů zprostředkovává správné svinutí případně rozvinutí molekuly 
proteinu. „Holding“ chaperony (např. Hsp40, Hsp60 a IbpB) udržují částečně složený protein 
při působení stresových faktorů, a to do doby, dokud se k němu po odeznění stresu 
nedostanou folding chaperony. Třetí třída chaperonů (např. ClpB) podporuje stabilizaci 
proteinů, které již v důsledku stresu agregovaly [31, 34]. 
Mnoho molekulárních chaperonů bylo popsáno jako proteiny tepelného šoku (Hsp) 
vznikající při poškození buňky vlivem zvýšené teploty. Hsp je možné klasifikovat např. na 
základě molekulové hmotnosti, a to do šesti skupin: sHsp, Hsp40, HSP60 (chaperoniny), 
Hsp70, Hsp90, a Hsp100, nedávno byla navržena i klasifikace na základě funkce [35].  
2.3.1.2. Farmakologické chaperony 
Farmakologické chaperony jsou sloučeniny s nízkou molekulovou hmotností, které stabilizují 
již složené proteiny. Představují slibné možnosti při léčení endokrinních a metabolických 
onemocnění jako je např. hypoglykemie nebo cystická fibróza. Do budoucna by se mohly 
farmakologické chaperony stát obecnou terapeutickou strategií pro léčbu onemocnění 
spojených s chybnou konformací proteinů [33, 36].  
Vazbou k proteinu stabilizují strukturu tak, aby došlo k obnovení biologické funkce 
proteinu po tepelné denaturaci nebo proteolytické degradaci. Farmakologické chaperony jsou 
podmnožinou chemických chaperonů, ale jejich účinek na proteiny se mírně liší. Na rozdíl od 
chemických chaperonů jsou navrženy pro specifickou vazbu k jejich cílovému proteinu 
a při použití in vivo by působily pouze na malé množství proteinových cílů. Naproti tomu 
chemické chaperony jsou nespecifické, nemají specifické vazebné místo a in vivo by 
spolehlivě zafixovaly všechny proteiny v buňce [33]. 
2.3.1.3. Chemické chaperony 
Chemické chaperony jsou taktéž nízkomolekulární sloučeniny napodobující funkci 
molekulárních chaperonů. Tyto látky jsou schopné chránit proteiny, další labilní biomolekuly 
a buňky před škodlivými účinky okolního prostředí (teplo, chemické látky, zmrazování 
a rozmrazování, oxidační poškození, proteolýza a účinky extrémní hodnoty pH) [33, 37]. 
Nacházejí se ve formě obojetných iontů, aniontů nebo nenabitých částic a jsou reprezentovány 
různými třídami organických sloučenin, např. sacharidy (trehalóza [38]) nebo 
aminokyselinami či jejich deriváty [33, 37]. 
Chemické chaperony mohou být rozděleny na tzv. osmolyty a hydrofobní sloučeniny. 
Mezi hydrofobní chaperony patří např. 4-fenylbutyrát sodný (PBA) a žlučové kyseliny, 
zatímco osmolyty v eukaryotických buňkách jsou omezeny na několik tříd sloučenin s nízkou 
molekulovou hmotností. Mohou se vyskytovat ve formě aminokyselin a jejich derivátů (např. 
glycin, taurin, β-alanin) nebo jako polyoly (např. glycerol, sacharóza), či methyl-aminy 
(například trimethylamin-N-oxid [TMAO]). Buněčné osmolyty hrají důležitou roli pro 
organismy, které jsou vystaveny stresovým podmínkám jako kolísavý obsah solí, vysušení 
nebo extrémní teplota [32].  
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Mechanismus jejich ochranného účinku není přesně znám, ale obecně se předpokládá, že 
mají vliv na solvatační obal proteinů a jiných biomolekul. Hydrofobními vazbami zvyšují 
stabilitu biomolekuly a asistují při samoskladbě, komplexním ději zajišťujícím stabilizaci 
enzymové aktivity během skladování pomocí fixace molekuly enzymu. S největší 
pravděpodobností neexistuje univerzální mechanismus protektivního účinku těchto molekul 
[36, 37, 39]. Vzhledem k jejich schopnosti chránit buňky i biomolekuly v celé řadě stresových 
podmínek, našly chemické chaperony uplatnění v mnohých aplikacích v oblasti 
biotechnologie, molekulární biologie a v biomedicíně [37]. 
2.4 Polyhydroxyalkanoáty (PHA) 
Plasty se v chemickém průmyslu vyrábí již od roku 1930 a tvoří velmi důležitou skupinu 
materiálů. Vysoká molekulová hmotnost a zároveň nízká reaktivita dělá z plastů velice odolný 
materiál. Nicméně z ekologického hlediska lze tuto vlastnost považovat spíše za nevýhodnou. 
Jejich špatná biologická rozložitelnost zapříčiňuje akumulaci v životním prostředí, a tím jeho 
znečištění. Bioplasty jsou na rozdíl od ropných plastů ve většině případů biodegradabilní 
a často je jejich produkce možná z obnovitelných zdrojů [40]. 
2.4.1 Historie PHA 
V roce 1926 (Lemoigne) byl objeven první PHA poly(3-hydroxybutyrát) (PHB), který byl 
izolován z bakteie Bacillus megaterium. Od té doby byl PHB nalezen ve velkém množství 
mikroorganismů, zejména v Gram-pozitivních i Gram-negativních bakteriích 
a archebakteriích [40]. V roce 1958 bylo zjištěno Wilkinsonem a Macraem, že bakterie 
ukládají PHB v případě, že médium obsahuje přebytek uhlíku a nedostatek dusíku [41]. 
V roce 1976 byla navržena společností Imperial Chemical Industries alternativa plastů z ropy. 
Společnost vyvinula kopolymer poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) (P(3HB-co-
3HV)) pod obchodním názvem Biopol™, jeho nevýhodou ale byla vysoká cena. V roce 1996 
použila německá firma Wella Biopol™  polyhydroxybutyrát jako výchozí materiál na výrobu 
láhví pro své šampony. Poté americká firma Monsato koupila práva na výrobu Biopol™ 
a vyrábí PHB z  transgenních rostlin (sója a řepka), čímž výrazně snížila cenu konečného 
výrobku [40]. 
2.4.2 Obecná charakteristika PHA 
Polyhydroxyalkanoáty jsou biologicky odbouratelné polymery (polyestery 3-hydroxykyselin 
[42]), které slouží pro buňky jako úložiště uhlíku a energie [40]. Patří k nejvýznamnějším 
biologicky syntetizovaným polymerům právě díky možnosti biologické degradace 
a biokompatibilitě. Hlavními mikrobiálními producenty mohou být jak Gram-pozitivní, tak 
i Gram-negativní bakterie. Existují různé bakteriální kmeny, které se využívají 
pro průmyslovou produkci PHA např. Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Halomonas 
boliviensis, Delftia acidovorans, Bacillus megaterium, Burkholderia sacchari nebo geneticky 
modifikovaná E. coli [42, 43]. Výběr vhodné bakterie pro produkci PHA závisí na mnoha 
různých faktorech, jako jsou stabilita a bezpečnost v organismu, rozsah využitelných zdrojů 
uhlíku, dosažitelná buněčná hustota a obsah PHA v buňce, molekulární hmotnost polymeru, 
nákladní cena na výrobu atd. [43]. PHA mohou být rozděleny do dvou skupin podle počtu 
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atomů uhlíku v monomerních jednotkách na SCL PHA, které se skládají z 3–5 atomů uhlíku 
a na MCL PHA, které se skládají z 6–14 atomů uhlíku (Obr. 4) [40]. 
Často se izolují ve formě vysoko a nízkomolekulárních frakcí z bakteriálních buněk nebo 
rostlinných a živočišných tkáních. V buňkách se PHA vyskytují jako samotné částice uložené 
v cytoplazmě a tyto cytoplazmatické granule mají velikost 0,2–0,5 µm. PHA je možné získat 
i z různých substrátů, jako jsou např. obnovitelné zdroje (škrob, sacharóza, celulóza, 
triacylglyceroly) nebo fosilní zdroje (metan, minerální olej, hnědé uhlí, černé uhlí) [44, 45].  
 
Obr. 4: Obecné schéma PHA [40]. 
2.4.3 Struktura granulí PHA 
Jak již bylo výše uvedeno, PHA se v buňkách vyskytují jako intracelulární granule. I přestože 
formy SCL i MCL PHA jsou produkovány různými druhy bakterií, tak jejich intracelulární 
struktura je velmi podobná. V různých druzích bakteriích bylo nukleární magnetickou 
resonancí (NMR) zjištěno, že polyester v buňkách se vyskytuje v nestabilním amorfním stavu 
[40].   
Zkoumáno bylo několik teorií o struktuře PHA granulí. Poprvé bylo složení PHB granulí 
definováno pro granule Bacillus megaterium, které tvoří z 97,7 % polyester, 1,87 % bílkovina 
a 0,46 % lipidy a fosfolipidy. Dnes je již známo, že přibližná hustota PHB granulí je 1,18–
1,24 g/cm a nativní PHA granule je obklopena vrstvou fosfolipidů, ve které jsou uloženy 
bílkoviny (Obr. 5). Kromě toho jsou granule spojené bílkovinami nazývané phasiny. Obecně 
platí, že phasiny jsou proteiny s nízkou molekulární hmotností a předpokládá se, že jejich 
funkcí je vytvoření úzké proteinové vrstvy na povrchu granulí. Zároveň poskytují rozhraní 




Obr. 5: Struktura PHA granule [46]. 
2.4.4 Polyhydroxybutyrát (PHB) 
Polyhydroxybutyrát je biologicky odbouratelný polymer, který patří mezi nejznámější SCL 
polyhydroxyalkanoáty. Polyhydroxybutyrát nabízí mnoho výhod oproti tradičním plastům. 
Kromě jeho úplné biologické rozložitelnosti je PHB  tvořen z obnovitelných zdrojů. Objevuje 
se nejen v mikroorganismech jako zásobní materiál, ale je také všudypřítomný v přírodě [40]. 
Mikrobiální syntéza PHB je nejlepší metoda pro průmyslovou výrobu, protože zajišťuje řádné 
prostorové uspořádání pro biodegradaci [47].  
V biologické struktuře se PHB vyskytuje ve dvou formách. Ve formě 
homopolymeru-makromolekuly se středně dlouhými řetězci a funkcí zásobovat organismus 
energií a uhlíkem. A ve formě polyhydroxybutyrátových zbytků s nižší molekulovou 
hmotností, které mohou tvořit komplexy s jinými biomakromolekulami [42]. Výhodu PHB je 
jeho netoxičnost, dále že při zahřívání měkne a taje, nerozpouští se ve vodě a má špatnou 
odolnost vůči kyselinám a zásadám, rozpouští se např. v chlorovaných rozpouštědlech 
[47, 48]. Nevýhodami PHB jsou jeho relativně špatné mechanické vlastnosti, což vede 
k vysokým výrobním nákladům, a proto je problém s využitím PHB jako spotřebního zboží. 
Vzhledem k biologickému mechanismu produkce PHB je jeho struktura velmi pravidelná. 
Vzniklý polymer je téměř izotaktický, což znamená, že struktura polymerního řetězce má 
všechny postranní skupiny ve stejném směru. Díky této vlastnosti polymeru se řetězce 
zformulují do šroubovicové struktury a veškeré boční skupiny směřují od středu spirály tak, 
aby se minimalizovaly sterické zábrany. Z tohoto důvodu se řetězce snadno zabalí a vytvoří 
krystaly. Krystalický charakter činí z PHB křehký a tuhý materiál. Další nevýhodou je jeho 
obtížné zpracovávání v roztaveném stavu, protože se začíná rozkládat při teplotě o něco vyšší, 
než je jeho teplota tání 175 °C [48]. 
Pro překonání některých z těchto problémů se používá modifikace PHB při bakteriálním 
výrobním postupu. PHB se kombinuje s polyhydroxyvalerátem (PHV), což činí strukturu 
nepravidelnější, a proto méně krystalickou a méně křehkou. Avšak i po této modifikaci 
zůstává vzniklý materiál stále biologicky odbouratelný. Tato tzv. kopolymerace snižuje 
teplotu tání v závislosti na relativních poměrech PHB a PHV na přibližně 75 °C [48]. 
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PHB hrají významnou roli, pokud jsou bakteriální buňky vystaveny stresovým podmínkám 
jako jsou například vysoká teplota, mražení a nebo oxidační stres. Metabolismus PHB 
vykazuje cyklický charakter – polymer je v buňkách současně odbouráván i syntetizován. 
Důsledkem tohoto cyklu je vysoká intracelulární koncentrace monomeru PHB – 
3-hydroxybutyrátu. Nedávno byla popsána významná chaperonová aktivita  
3-hydroxybutyrátu. Zdá se tedy, že právě cyklický charakter metabolismu PHB je důležitý 




3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie a přístroje 
3.1.1 Chemikálie 
 3-hydroxybutyrát sodný, Sigma-Aldrich (SRN) 
 2-hydroxybutyrát sodný, Sigma-Aldrich (SRN) 
 1,3-butandiol, Sigma-Aldrich (SRN) 
 Butyrát sodný (98%), Sigma-Aldrich (SRN) 
 Dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát p.a., Lach-Ner (ČR) 
 Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát p.a., Lach-Ner (ČR) 
 Jantaran sodný čistý, Lach-Ner (ČR) 
 Lipáza z  Rhizopus oryzae, Sigma-Aldrich (SRN) 
 Lysozym z bílého slepičího vejce, Serva (SRN) 
 p-nitrofenyl palmitát, Sigma-Aldrich (SRN)  
 
Ostatní použité chemikálie byly čistoty minimálně p.a. a byly získány od běžných dodavatelů. 
3.1.2 Přístroje 
 Analytické váhy, Boeco (SRN) 
 Běžné laboratorní sklo a vybavení 
 ELISA Reader BioTek ELx808 
 Koloidní DLS analyzátor Zetasizer ZS, Malvern (UK) 
 Magnetická míchačka, Kartell, TKO 
 Mikrocentrifuga, Sigma 1-14 (SRN) 
 Minitřepačka MS 3 Basic 
 Multikanálová pieta LABMATEpro 
 pH-metr, pHTestr 30 (NLD) 
 Váhy, Kern EW 620-3NM 
 Vodní lázeň Julabo, TW2 – Biotech (ČR) 
 Vortex, Kartell, TK3S 
3.2 Studium protektivního účinku 3-hydroxybutyrátu a jeho derivátů 
3-hydroxybutyrát sodný (3HB) (Obr. 6) je monomer poly(3-hydroxybutyrátu) (PHB), který 
patří mezi nejznámější polyhydroxyalkanoáty (PHA). V předchozích studiích bylo zjištěno, že 
3-hydroxybutyrát sodný vykazuje ochranné účinky proti denaturačním procesům působící 
na enzymy, avšak tato protektivita nebyla doposud podrobně prostudována [39]. 
 
Obr. 6: 3-hydroxybutyrát sodný[49]. 
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Pomocí metod obecně používaných k charakterizaci enzymů byly studovány strukturní 
deriváty 3-hydroxybutyrátu sodného za účelem nalezení funkční skupiny, která by mohla být 
zodpovědná za jeho protektivní účinek. Jako strukturní analogy byly vybrány tyto látky: 
 
Obr. 7: 2-hydroxybutyrát sodný [49].  
- 2-hydroxybutyrát sodný (2HB), jehož 
hydroxylová skupina je umístěna na druhém 
uhlíku místo na uhlíku třetím, jako je to v případě 
3HB (Obr. 7). 
   
 
Obr. 8: Jantaran sodný [49].  
- Jantaran sodný (JAN), který obsahuje dvě 
karboxylové skupiny a jedna skupina tedy 





Obr. 9: 1,3-butandiol [49].  
- 1,3-butandiol (BUD), kde karboxylová skupina 





Obr. 10: Butyrát sodný [49].  
- Butyrát sodný (BUT), který obsahuje pouze 
jednu karboxylovou skupinu a žádnou skupinu 
hydroxylovou (Obr. 10). 
 
3.2.1 Zásobní roztok fosfátového pufru 
Pro přípravu 50 mmol/l fosfátového pufru o pH 7,4 bylo na předvážkách naváženo 1,761 g 
NaH2PO4∙2H2O a 13,864 g Na2HPO4∙12H2O. Toto množství bylo následně kvantitativně 
převedeno do skleněné zásobní láhve a obsah navážky byl doplněn 1 l destilované vody. Směs 




3.2.2  Stanovení protektivního účinku metodou DLS 
Měření dynamického rozptylu světla bylo provedeno na přístroji Zetasizer Nano ZS. Pro 
stanovení teploty denaturace lipázy byl použit helium-neonový laser s dopadajícím paprskem 
o vlnové délce 633 nm a jednotlivá měření probíhala v intervalu teplot 45–65 °C [39]. 
V průběhu měření byla zvyšována teplota o 1 °C a v každém kroku bylo vytvořeno 10 skenů 
vzorku. Vzorek byl ponechán na dané teplotě po dobu 90 s za účelem ustálení a následně se 
teplota opět zvyšovala. Data obsahující informaci o teplotě, velikosti částic a jejich počtu byla 
automaticky shromažďována pomocí analyzátoru a tyto hodnoty byly následně vyhodnoceny 
a diskutovány. 
3.2.2.1. Příprava vzorků lipázy  
Vzorky lipázy byly připraveny rozpuštěním odpovídajícího množství substance v roztoku 
obsahující nebo neobsahující potenciální protektivní látku. Nejprve byly připraveny zásobní 
roztoky potenciálních protektivních látek o koncentraci 1 mol/l. Navážky stanovovaných látek 
byly poté doplněny 10 ml zásobního roztoku fosfátového pufru ve zkumavkách typu Falcon. 
Připravené směsi byly následně rozsuspendovány do úplného rozpuštění pevné složky 
a v případě tekutého 1,3-butandiolu pro řádné promíchání směsi. 
Lipáza o koncentraci 3 mg/ml byla navážena do vialek na analytických vahách a poté 
rozpuštěna v připravené směsi testovaného potenciálního protektantu. Určení protektivity 
látek vyžadovalo přípravu kontrolního vzorku lipázy (vzorek K) (3 mg/ml) v zásobním 
roztoku fosfátového pufru. Po rozsuspendování směsi na minitřepačce byl vzorek opatrně 
odplyněn pomocí ručně vytvořeného vakua ve skleněné stříkačce. Následně byl vzorek 
filtrován přes stříkačkový filtr (Sartorius Minisar RC 0,20 µm) do skleněných kyvet, které 
byly před spuštěním měření patřičně zadělány víčky. Analogický postup přípravy i měření byl 
uplatňován taktéž u vzorků o 2 mol/l koncentraci potenciálních protektivních látek. 
3.2.3 Stanovení protektivního účinku metodou DSC 
Tepelná analýza lysozymu byla provedena za použití diferenciálního skenovacího kalorimetru 
DSC Q2000. DSC analýza probíhala v modulovaném teplotním režimu, kdy se periodicky 
střídalo 0,5 °C za 100 s. Tento typ měření je efektivnější než lineární DSC, protože se lépe 
prohřeje hliníková pánvička, a tím je měření přesnější. 
Měření probíhalo v dusíkové atmosféře. Do kalorimetrické cely byl vháněn dusík 
o průtoku 40 ml/min, aby bylo zabráněno reakcím vzorku se vzduchem. Vzorky byly 
skenovány v teplotním intervalu 30–100 °C při základní rychlosti ohřevu 2 °C/min [39]. 
Získaný DSC termogram byl vyhodnocen pomocí programu TA Universal Analysis 2000. 
3.2.3.1. Příprava vzorků lysozymu 
Zásobní roztok lysozymu o koncentraci 20 mg/ml byl připraven v zásobním roztoku 
fosfátového pufru. Navážky potenciálních protektantů o koncentraci 1 mol/l byly připraveny 
do mikrozkumavek typu Eppendorf, do kterých bylo následně přidáno po 1 ml zásobního 
roztoku lysozymu a poté byla směs vortexována. Následně musely být připravené vzorky 
centrifugovány při 14 000 rpm po dobu 5 minut.  Pro DSC analýzu bylo naváženo přibližně 
12 mg vzorku lysozymu s potenciálním protektantem a navážka byla opatrně umístěna 
do hliníkových pánviček, které byly hermeticky uzavřeny. Obdobným způsobem byl 
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připraven i kontrolní vzorek lysozymu (vzorek K) bez přítomnosti potenciálně protektivní 
látky. Kontrolní vzorek obsahoval pouze 0,02 g lysozymu rozpuštěného v zásobním roztoku 
50 mmol/l fosfátového pufru o pH 7,4.  
3.2.4 Spektrofotometrické stanovení vlivu koncentrace potenciálních protektantů na 
enzymovou aktivitu  
Aktivita lipázy byla měřena pomocí ELISA readeru s využitím p-nitrofenyl palmitátu 
při 405 nm. Měření je založené na schopnosti lipolytických enzymů štěpit tento substrát 
za vzniku žlutě zbarveného produktu p-nitrofenolu. Pro měření enzymatické aktivity 
s využitím ELISA readeru je zapotřebí mikrotitrační destička, která obsahuje 96 jamek (8 řad 
po 12ti jamkách). Nárůst absorbance vzniklého produktu byla měřena v jednotlivých jamkách 
zvlášť každých 15 s po dobu 2 minut. Nejprve bylo do mikrotitračních destiček rozpipetováno 
230 µl vzorku potenciálního protektantu. Následně bylo napipetováno 25 µl roztoku lipázy. 
Mikrotitrační destička byla vložena do ELISA readeru, kde byly vzorky inkubovány 
na optimální teplotu lipázy, tedy na 40 °C po dobu 5 minut. Těsně před začátkem měření bylo 
přidáno 25 µl substrátu s využitím multikanálové pipety. Všechny experimenty byly 
prováděny ve třech opakováních. 
3.2.4.1. Roztok lipázy 
Lipáza byla připravena o koncentraci 0,004 g/ml v zásobním roztoku fosfátového pufru. 
Roztok byl následně rozsuspendován na vortexu do úplného rozpuštění pevné složky.  
3.2.4.2. Roztok p-nitrofenyl palmitátu 
Substrát byl připraven z 12,50 mg p-nitrofenyl palmitátu do zkumavek typu Falcon. K pevné 
substanci bylo přidáno 10 ml 96% ethanolu. Tato směs byla rozpuštěna při 75 °C po dobu 10 
minut, případně do úplného rozpuštění  p-nitrofenyl palmitátu. 
3.2.4.3. Vzorky potenciálních protektantů  
Do mikrozkumavek typu Eppendorf byly připraveny zásobní roztoky vzorků potenciálních 
protektantů. Od každé potenciálně ochranné látky byly připraveny čtyři zásobní roztoky 
o koncentracích 100 mmol/l, 500 mmol/l, 1 mol/l a 2 mol/l. Koncentrace byla vztažena 
na objem jedné jamky mikrotitrační destičky, tedy na 280 µl. Navážky příslušných 
potenciálních protektantů byly rozpuštěny v zásobním roztoku fosfátového pufru. Připravené 
směsi byly následně rozsuspendovány do úplného rozpuštění pevné složky a v případě 
tekutého 1,3-butandiolu pro řádné promíchání směsi. 
3.2.5 Stanovení lipolytické aktivity při kryoprotektivním pokusu 
Spektrofotometrické měření katalytické aktivity lipázy při kryoprotektivním pokusu probíhalo 
obdobným postupem jako při stanovení vlivu potenciálního protektantu na katalytickou 
aktivitu lipázy (viz kapitola 3.2.4). Roztoky lipázy (viz kapitola 3.2.4.1) a p-nitrofenyl 
palmitátu (viz kapitola 3.2.4.2) byly taktéž připraveny stejným postupem z  předchozího 
měření. Pro stanovení lypolitické aktivity enzymu byly vzorky rozpipetovány do jamek 
v mikrotitrační destičce. Do každé jamky bylo napipetováno 230 µl zásobního roztoku 
fosfátového pufru a 25 µl připraveného vzorku lipázy. Tímto způsobem byla měřena 
absorbance každého vzorku lipázy 3krát. Mikrotitrační destička byla vložena do ELISA 
readeru, kde byly vzorky inkubovány na optimální teplotu lipázy, tedy na 40 °C  po dobu  
30 
 
5 minut. Následně bylo multikanálovou pipetou přidáno 25 µl připraveného substrátu. 
Po změření absorbance lipázy byly vzorky uloženy na 2 hodiny mrazáku, při teplotě −31 °C. 
Po 2 hodinách byly vzorky rozmraženy při laboratorní teplotě a byla opět změřena jejich 
absorbance. Následně byly vzorky opět zmraženy, ale tentokrát již po dobu 24 hodin. 
Po rozmražení vzorků byla opět změřena absorbance a tento cyklus se opakoval ještě dvakrát, 
tedy po dalších 48 a 72 hodinách. 
3.2.5.1. Roztoky potenciálních protektivních látek 
Roztoky potenciálních protektantů o koncentraci 1 mol/l byly připraveny do mikrozkumavek 
typu Eppendorf v zásobním roztoku fosfátového pufru. Roztoky byly následně důkladně 
vortexovány. 
3.2.5.2.  Vzorky lipázy pro kryoprotektivní pokus 
Do mikrozkumavek typu Eppendorf bylo připraveno 5 vzorků obsahujících 100 µl roztoku 
lipázy, 100 µl potenciálního protektantu a 800 µl zásobního roztoku fosfátového pufru. 
Pro stanovení enzymatické aktivity bez obsahu potenciálního protektantu byl připraven 
kontrolní vzorek (vzorek K), který obsahoval 900 µl zásobního roztoku fosfátového pufru 
a 100 µl roztoku lipázy. 
3.2.6  Stanovení lipolytické aktivity při tepelně indukované denaturaci lipázy 
Roztoky enzymu (viz kapitola 3.2.4.1), substrátu (viz kapitola 3.2.4.2), potenciálních 
protektivních látek (viz kapitola 3.2.5.1) a vzorky pro stanovení aktivity lipázy (viz kapitola 
3.2.5.2) byly připraveny analogickým postupem jako v předchozích měřeních. Na rozdíl 
od stanovení katalytické aktivity lipázy v kryoprotektivním pokusu byla pro denaturaci 
enzymu použita zvýšená teplota. Vzorky byly nejprve změřeny před inkubací ve vodní lázni 




4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Protektivní účinek vybraných látek stanovený metodou DLS 
Dynamický rozptyl světla byl použit ke studiu tepelné stability molekuly lipázy při tepelné 
denaturaci v přítomnosti nebo nepřítomnosti potenciálně protektivních látek. V průběhu 
tepelně indikované denaturace enzymu dochází k rozvinutí terciální struktury proteinu 
a následné  agregaci polypeptidových řetězců, tedy ke zvětšení velikosti molekuly enzymu. 
V předchozích studiích bylo zjištěno, že rozvinutí terciální struktury lipázy je 
provázeno významným posunem procentuálního rozložení částic v závislosti na jejich 
velikosti k vyšším hodnotám [39]. Metodou DLS je možné měřit několik parametrů 
vztahujících se k velikosti částic. Za předpokladu, že se jedná o globulární enzym, 
byl k charakterizaci molekuly lipázy zvolen parametr „volume mean“, který je vztažen 
k objemu koule. Vzorky o 1 mol/l a 2 mol/l koncentraci potenciálních ochranných látek 
(příprava viz kapitola 3.2.2.1) byly proměřeny pomocí Zetasizer Nano ZS a získané hodnoty 
„volume mean“ byly posléze zprůměrovány a zaznamenány do grafů v závislosti na teplotě, 
při které docházelo ke změnám ve velikosti molekul lipázy. Výsledky jsou prezentovány 
na obrázcích (Obr. 11 a Obr. 12) a následně shrnuty  do tabulky (Tab. 3). 
 























3HB (3-hydroxybutyrát) 2HB (2-hydroxybutyrát)
JAN (jantaran) BUD (1,3-butandiol)




Obr. 12: Stanovení protektivního účinku látek o koncentraci 2 mol/l  pomocí metody DLS. 
 
Tab. 3: Hodnoty teploty byly odečteny z výše uvedených křivek jako teploty, při kterých došlo 
ke skokovému navýšení hodnoty volume mean. 
 
Teplota agregace [°C] 
Protektanty o koncentraci 
1 mol/l 
Protektanty o koncentraci 
2 mol/l 
3-hydroxybutyrát 53 54 
2-hydroxybutyrát 52 57 
jantaran 57 63 
1,3-butandiol 48 47 
butyrát 51 50 
kontrola (bez protektantu) 48 49 
 
Pro obě sady vzorků (1 mol/l a 2 mol/l) byl nejprve proměřen vzorek lipázy 
bez přítomnosti kterékoliv potenciální ochranné látky (vzorek K). Tepelná denaturace lipázy 
při proměřování vzorků nastala okolo 48–49 °C. S touto experimentálně stanovenou hodnotou 
lze následně porovnávat protektivní účinek vybraných strukturních derivátů 3HB.   
Z výsledků první sady vzorků o 1 mol/l koncentraci (Obr. 11) lze vyčíst významné zvýšení 
tepelné stability lipázy v přítomnosti JAN, který stabilizoval molekulu lipázy do 57 °C, což je 
o 9 °C více než tomu bylo u kontrolního vzorku. Obdobný protektivní účinek byl prokázán při 
koncentraci 1 mol/l také u 3HB, 2HB a BUT. Tyto látky obsahují minimálně jednu 
karboxylovou skupinu, která je považována za hlavní příčinu tepelné stabilizace molekuly 
enzymu [39]. Další funkční skupinou, která navyšuje protektivní účinek je hydroxylová 























3HB (3-hydroxybutyrát) 2HB (2-hydroxybutyrát)
JAN (jantaran) BUD (1,3-butandiol)
BUT (butyrát) K (kontrola bez protektantu)
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větší rozdíl je pak při koncentraci 2 mol/l. Je však nutné, aby molekula protektantu 
obsahovala jak karboxylovou, tak i hydroxylovou skupinu. 1,3-butandiol na rozdíl od výše 
zmíněných látek žádnou karboxylovou skupinou nedisponuje a vzorek lipázy v jeho 
přítomnosti zdenaturovala při stejné teplotě jako tomu bylo u kontrolního vzorku, tedy jeho 
protektivní funkce nebyla v tomto experimentu prokázána. 
Vzorky druhé sady o 2 mol/l koncentraci prokazují obdobný trend jako vzorky 
o koncentraci 1 mol/l. Z experimentálně stanovených teplot agregace z grafu (Obr. 12) lze 
vyčíst, že se zvyšující se koncentrací JAN ve vzorku se zvyšuje tepelná stabilita lipázy. 
Teplota, při které začíná docházet k rozvinutí prostorové struktury lipázy a k následné 
agregaci polypeptidových řetězců byla posunuta o 14 °C výše v přítomnosti JAN, než je tomu 
u kontrolního vzorku. Zvýšená koncentrace potenciálně ochranné látky má za následek 
zvýšený ochranný účinek stability molekuly lipázy i v přítomnosti 3HB a 2HB, nicméně 2HB 
je při větší koncentraci účinnější než 3HB, což neplatilo u první sady vzorků.  
Významné zvýšení tepelné stability je zaznamenáno v případě, pokud daná látka disponuje 
alespoň jednou karboxylovou skupinou nebo karboxylovou skupinou v kombinaci se 
skupinou hydroxylovou. Pokud je v molekule látky pouze jedna skupina karboxylová, jako 
v případě BUT, tak je protektivní účinek již poměrně slabý. V případě vzorku lipázy 
v přítomnosti BUD, který žádnou karboxylovou skupinu neobsahuje, došlo při 2 mol/l 
koncentraci BUD k úplné destabilizaci lipázy a její prostorová struktura se začala rozplétat již 
při 47 °C. BUD neprokázal protektivní účinek na tepelnou stabilizaci lipázy při žádné z 
testovaných koncentrací. Z výsledků je patrné, že BUD a BUT naopak přispívají zvýšené 
agregaci rozložené lipázy a následné sedimentaci vzniklých agregátů. 
4.2 Protektivní účinek vybraných látek stanovený metodou DSC 
Metodou diferenční kompenzační kalorimetrie je možné stanovit velikost tepla, které měřená 
látka přijme nebo odevzdá během nějaké změny. Křivka DSC v termogramu se vyznačuje 
píky, které jsou orientované dvěma směry v závislosti na charakteru daného děje 
(exotermického nebo endotermického). V případě denaturace lysozymu dochází k dodání 
energie ve formě tepla, které molekula enzymu absorbuje a následně lze pomocí extrapolace 
určit denaturační teplotu. Důsledkem toho se přeruší nekovalentní interakce v molekule 
lysozymu a dojde k rozvinutí jeho prostorové struktury. Denaturace enzymu je tedy 
endotermický děj a píky na denaturačních endotermách směřují dolů. Plocha píků je přímo 
úměrná teplu spotřebovanému při reakci a výška píků je přímo úměrná rychlosti změny 
teploty reakce. V rámci měření byly připraveny vzorky potenciálních protektantů (příprava 
viz kapitola 3.2.3.1) o koncentraci 1 mol/l a následně měřeny pomocí přístroje DSC Q2000. 
Denaturační endotermy roztoku lysozymu v přítomnosti nebo nepřítomnosti potenciálních 
protektivních látek lze pozorovat v termogramu (Obr. 13) a následně jsou teploty denaturace 




Obr. 13: DSC termogram vyhodnocení lysozymu v přítomnosti nebo nepřítomnosti 
potenciálně protektivní látky. 
 
 
Obr. 14: Srovnání teplot nástupu a vrcholu denaturace jednotlivých vzorků měřeny pomocí 






































K vyhodnocení teplot denaturace byla použita metoda lineární extrapolace (Obr. 13), 
ze které byly následně vypočteny hodnoty nástupů a vrcholů píků denaturačních endoterem. 
Z experimentálně získaných hodnot (Obr. 14) byla teplota počátku denaturace lysozymu 
bez přítomnosti potenciálně ochranné látky stanovena na 65,47 °C a s touto teplotou byly dále 
srovnávány protektivní účinky zkoumaných látek. 
Stejně jako v případě stanovení protektivního efektu metodou DLS (viz kapitola 4.1) se 
projevil jako nejlepší chemický chaperon JAN. Teplota nástupu denaturace lysozymu 
v přítomnosti JAN byla o 7,21 °C vyšší, než tomu bylo u kontrolního vzorku (vzorek K). Dále 
lze ze získaných experimentálních hodnot vyčíst, že 2HB v přítomnosti lysozymu má slabší 
ochranné účinky než 3HB. V případě vzorku lysozymu v přítomnosti BUD došlo k významné 
tepelné destabilizaci lysozymu. Jako destabilizátor molekuly lysozymu se prokázal i BUT, 
který nástup teploty denaturace posunul o 0,64 °C níže. 
4.3 Vliv koncentrace protektantů na enzymovou aktivitu 
Katalytická aktivita lipázy byla měřena spektrofotometricky pomocí ELISA readeru (příprava 
vzorků viz kapitola 3.2.4) a naměřená data byla exportována z programu GEN 5.111 
do programu Microsoft EXCEL. Absorbance proměřených vzorků potenciálních 
protektivních látek byly následně zprůměrovány a byla vypočtena směrodatná odchylka. 
Z rovnice (3) byla následně vypočtena relativní aktivita lipázy, což je aktivita vztažená ke 
kontrolnímu vzorku (100 %). Experimentálně stanovené relativní aktivity lipázy jsou 
prezentovány na obrázku (Obr. 15) a shrnuty v tabulce (Tab. 4). Kontrolní vzorek obsahoval 
pouze roztok lipázy a 50 mmol/l fosfátový pufr o pH 7,4.  





















AA   je průměr rozdílu naměřených absorbancí vzorku s protektivní látkou v čase 
2 min a v čase 0 min a )(
02 kk
AA  je průměr rozdílu naměřených absorbancí kontrolního 
vzorku v čase 2 min a v čase 0 min. 
Tab. 4: Relativní aktivita lipázy v přítomnosti vybraných koncentrací potenciálního 
protektantu byla stanovena spektrofotometrickou metodou. 














3-hydroxybutyrát 76,70 ± 5,16 74,37 ± 3,62 66,30 ± 3,82 43,69 ± 8,75 
2-hydroxybutyrát 78,55 ± 3,05 32,88 ± 6,04 27,22 ± 1,31 14,27 ± 1,47 
jantaran 91,49 ± 3,95 46,00 ± 3,47 39,12 ± 6,51 16,41 ± 1,15 
1,3-butandiol 96,62 ± 6,47 99,95 ± 4,83 96,92 ± 7,96 84,59 ± 5,85 





Obr. 15: Závislost relativní aktivity lipázy na různé molární koncentraci zkoumaných látek. 
Z experimentálně naměřených relativních aktivit lze vyčíst (Obr. 15), že téměř u všech 
potenciálních protektantů byla při nejmenší koncentraci (0,1 mol/l) zaznamenána nejvyšší 
relativní aktivita lipázy. Se zvyšující se koncentrací protektantů 3HB, 2HB, JAN a BUT 
docházelo ke snižování katalytické aktivity lipázy, avšak tento trend byl nejméně výrazný 
v přítomnosti BUD. Z vypočtených relativních aktivit lze usuzovat, že nejmenší vliv 
na změnu enzymové aktivity při různých koncentracích měl vzorek lipázy v přítomnosti 
BUD. Vzorek lipázy v přítomnosti 0,1 mol/l BUD měl relativní aktivitu o 3,33 % menší, než 
vzorek lipázy v přítomnosti 0,5 mol/l BUD. Lipolytická aktivita se při nadále zvyšující se 
koncentraci opět snižovala. Lipáza v přítomnosti BUD v celém rozsahu zkoumaných 
koncentrací neměla již tak rapidní pokles relativní aktivity. Relativní aktivita lipázy se 
při všech zkoumaných koncentracích BUD pohybovala nad 85 %.  
V předchozích studiích bylo zjištěno, že čím je vyšší koncentrace potenciálně protektivní 
látky, tím nižší je poté aktivita enzymu, ale tím vyšší je následně stabilita molekuly enzymu 
[39]. Tento trend byl dokázán i v tomto experimentu, protože lipáza v přítomnosti BUD měla 
nejvyšší relativní aktivitu ve všech koncentracích, ale při experimentech prováděných 
metodou DLS (viz kapitola 4.1) a DSC (viz kapitola 4.2) měl roztok enzymu v přítomnosti 
BUD nejmenší tepelnou stabilitu.  
Zdá se tedy, že chaperonová aktivita testovaných protektantů do jisté míry negativně 
koreluje s aktivitou enzymu za přítomnosti vysoké koncentrace dané látky. Jinými slovy 
vysoce efektivní protektant JAN při koncentraci 2 mol/l výrazně snižuje aktivitu lipázy, 
na druhé straně BUD i při vysoké koncentraci vykazuje spíše nízký dopad na aktivitu 
enzymu. Je tedy možné předpokládat, že vysoké koncentrace protektantů stabilizují nativní 
konformaci proteinů, nicméně na druhé straně vede tato stabilizace k nižší biologické aktivitě 





























Koncentrace potenciálního protektantu [mol/l] 
3HB (3-hydroxybutyrát) 2HB (2-hydroxybutyrát) JAN (jantaran)
BUD (1,3-butandiol) BUT (butyrát)
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Stabilita tedy nepřímo koreluje s aktivitou. Pozitivní poměr aktivita vs. stabilita byl 
pozorován u 3HB, který se zdá být efektivním protektantem, a zároveň jeho dopad 
na katalytickou aktivitu je i při vysokých koncentracích spíše nízký.         
4.4 Aktivita lipázy při kryoprotektivním pokusu 
Vlivem mražení a následného rozmražení dochází ke ztrátě nativní struktury a biologické 
aktivity proteinů, tedy k denaturaci. Katalytická aktivita lipázy byla stanovována taktéž 
spektrofotometricky s využitím ELISA readeru, jako tomu bylo v předešlém experimentu (viz 
kapitola 4.3). Spektrofotometricky byly změřeny absorbance (postup viz kapitola 3.2.5) 
vzorků lipázy v přítomnosti potenciálních protektantů (příprava viz kapitola 3.2.5.2). 
Z naměřených hodnot absorbancí byla poté vypočtena residuální (zbytková) aktivita lipázy 
dle rovnice (4). Residuální aktivita lipázy byla vztažená k měření po 1. cyklu, tedy 1. cyklus 
je považován za 100% (Obr. 16). 















,  (4) 
 
kde )( 021 AA  je průměrná hodnota rozdílu absorbancí v čase 2 min a v čase 0 min před 
denaturací a )( 022 AA   je průměrná hodnota rozdílu absorbancí v čase 2 min a v čase 0 
min po denaturaci.  
 
Obr. 16: Závislost residuální aktivity lipázy na počtu cyklů mražení vztažené vztažená k 

























Počet cyklů mrazení 
K (kontrola bez protektantu) 3HB (3-hydroxbutyrát)




Z experimentálně stanovených residuálních aktivit lipázy lze vyčíst (Obr. 16), že kontrolní 
vzorek (vzorek K) byl vlivem mražení a následného rozmražení denaturován a s přibývajícími 
cykly se katalytická aktivita snižovala. Ze získaných hodnot lze dále vyčíst, že residuální 
aktivity v přítomnosti potenciálních protektantů kolísají. Tento trend mohl být způsoben tím, 
že v průběhu mražení byla rozpuštěná látka koncentrována v prostorech mezi ledovými 
krystaly [50]. V případě, že tyto ledové krystaly nebyly řádně rozpuštěny, mohlo dojít 
k akumulaci lipázy v nerozpuštěné frakci a mohla se aktivita mírně zvýšit.  
Při stanovení protektivního účinku proti působení vysoké teploty metodami DLS (viz 
kapitola 4.1) a DSC (viz kapitola 4.2) se prokázal jako nejlepší stabilizátor molekuly enzymu 
JAN, ale v tomto experimentu dosahoval vzorek lipázy v přítomnosti JAN i největší 
residuální aktivity. JAN je tedy účinným chemickým chaperonem schopným poskytnout 
ochranu vůči řadě denaturačních faktorů. V experimentu je použit jako denaturační faktor 
působící na molekulu enzymu proces mražení a následné rozmražení vzorku, a to může mít 
rozdílný vliv jak na strukturu enzymu, tak i na aktivitu lipázy.  
Z grafu (Obr. 16) lze vyčíst, že sloučenina obsahující dvě karboxylové skupiny (JAN) 
disponují nejlepším protektivním účinkem při procesu mražení a následného rozmražení 
na aktivitu lipázy. Následně se prokázal jako efektivní protektant 3HB, který obsahuje jednu 
skupinu karboxylovou a jednu skupinu hydroxylovou. Vzorek lipázy v přítomnosti BUT měl 
nejmenší protektivní účinek na enzymovou aktivitu, avšak pro všechny cykly mražení byla 
zbytková aktivita minimálně o 32 % větší než zbytková aktivita kontrolního vzorku. Všechny 
zmíněné protektanty disponují alespoň jednou karboxylovou skupinou, což opět potvrzuje 
důležitost karboxylových skupin ve struktuře chemických chaperonů. V případě vzorku lipázy 
v přítomnosti BUD byl prokázán protektivní účinek v prvním cyklu mražení (Obr. 16). 
Ve druhém cyklu zmražení a následného rozmražení došlo ke snížení katalytické aktivitu 
lipázy oproti kontrolnímu vzorku. Následně ve třetím a čtvrtém cyklu mražení lze vidět 
opětovné zvýšení protektivního účinku BUD, avšak porovnáním s jinými zkoumanými 
látkami byl protektivní účinek BUD nízký. Tento průběh vzorku lipázy v přítomnosti BUD 
mohl být způsoben tím, že molekula BUD neobsahuje žádnou karboxylovou skupinu, 
přítomny jsou pouze skupiny hydroxylové. 
4.5 Aktivita lipázy po tepelně indukované denaturaci 
Připravené vzorky lipázy byly spektrofotometricky proměřeny pomocí ELISA readeru (viz 
kapitola 3.2.6) a z experimentálně stanovených absorbancí vzorku byly následně vypočteny 
residuální aktivity analogickým postupem z předchozího měření (viz kapitola 4.4). Residuální 




Obr. 17: Spektrofotometrické stanovení residuálních aktivit lipázy při tepelné denaturaci. 
 
Ze získaných hodnot residuálních aktivit lipázy (Obr. 17) lze vyčíst, že aktivita enzymu se 
nejvíce snížila v kontrolním vzorku (vzorek K), který neobsahoval žádnou z potenciálně 
protektivních látek. Po zahřátí na 50 °C byla lipáza aktivní ze 62,43 %. Vzhledem k této 
hodnotě residuální aktivity byly následně prokázány veškeré zkoumané protektivní látky jako 
chemické chaperony. Z experimentálně naměřených residuálních aktivit vyplývá, že 
nejúčinnějším protektantem při tepelné denaturaci byl vzorek lipázy obsahující BUD. 
Porovnáním výsledků z DLS (viz kapitola 4.1) a DSC (viz kapitola 4.2) bylo opět dokázáno, 
že při tepelně indukované denaturaci platí nepřímá závislost aktivity enzymu se stabilitou 
molekuly enzymu. Vzorek lipázy v přítomnosti 3HB měl taktéž vysokou zbytkovou aktivity, 

































Předložená bakalářská práce byla zaměřena na studium protektivních účinků 3HB a jeho 
strukturních derivátů. Teoretická část byla věnována především enzymům, jejich struktuře, 
klasifikaci a metodám obecně používaných k jejich charakterizaci. V této části práce byly 
následně popsány metody, kterými byly protektivní účinky stanovovány a dále byly 
charakterizovány chaperony a polyhydroxyalkanoáty. 
V experimentální části byly popsány přípravy jednotlivých vzorků enzymu s příslušnými 
strukturními deriváty 3HB. Jako strukturní deriváty 3HB byly vybrány jantaran sodný, 
1,3-buandiol, butyrát sodný a 2-hydroxybutyrát sodný. Tyto deriváty se liší ve funkčních 
skupinách (karboxylových nebo hydroxylových) nebo v jejich poloze. Dalším možným 
strukturním derivátem 3HB mohl být použit 4-hydroxybutyrát sodný, jehož hydroxylová 
skupina je umístěna na čtvrtém uhlíku místo na uhlíku třetím, jako je to v případě 3HB. Tento 
strukturní derivát 3HB je legislativně náročné získat do laboratoří a navíc ve vodném roztoku 
tvoří lakton, který nemá přítomnou karboxylovou a hydroxylovou skupinu. Z těchto důvodů 
nebyl 4-hydroxybutyrát sodný zařazen mezi zkoumané strukturní deriváty.  
Na základě porovnání výsledků ze stanovení protektivního efektu metodou DLS a DSC 
bylo dokázáno, že při stabilizaci molekuly enzymu záleží nejen na počtu karboxylových 
skupin obsažených v molekule protektivní látky, ale také na konformaci molekuly enzymu, 
na které je ochranný účinek stanovován. Nejlepší protektivní účinek ve smyslu stability 
molekuly při tepelně indikované denaturaci byl prokázán metodou DLS u vzorku lipázy 
v přítomnosti JAN. Stejně tak tomu bylo u stanovení teploty denaturace metodou DSC. 
Naopak u sloučeniny bez karboxylové skupiny (BUD) nebyl protektivní účinek prokázán 
a stejně tak byl protektivní účinek minimální nebo diskutabilní u BUT, který obsahuje pouze 
jednu karboxylovou skupinu. Proto se zdá, že pro chaperonovou aktivitu je nezbytné, aby 
sloučenina kromě karboxylové skupiny obsahovala i další funkční skupiny, a to buď další 
karboxylovou skupinu (JAN) nebo hydroxylovou skupinu (3HB a 2HB).  
Na základě výsledků ze spektrofotometrického stanovení katalytické aktivity lipázy bylo 
dokázáno, že se zvyšující se koncentrací protektantů 3HB, 2HB, JAN a BUT docházelo 
k výraznému snižování enzymové aktivity modelového enzymu. Nejvíce stabilní ze všech 
zkoumaných koncentrací (0,1 mol/l, 0,5 mol/l, 1 mol/l a 2 mol/l) byl vzorek lipázy 
v přítomnosti BUD. Vzorek lipázy v přítomnosti BUD měl nejlepší protektivní účinek 
i při spektrofotometrickém měření katalytické aktivity lipázy při tepelně indukované 
denaturaci.  
V kryoprotektivním pokusu byl nejlepší protektivní účinek aktivity lipázy prokázán 
v přítomnosti JAN. Potvrdilo se zde, že sloučeniny obsahující minimálně dvě karboxylové 
skupiny disponují nejlepším protektivním účinkem na aktivitu lipázy. V tomto experimentu se 
jedná o jiný denaturační faktor, než tomu bylo v předchozích experimentech, což může být 
jedním z důvodů, proč se výsledky z tepelně indukované denaturace neshodují. 
Z experimentálně stanovených residuálních aktivit je také patrné, že došlo v závislosti 
na počtu cyklů mražení ke kolísání zbytkových aktivit v přítomnosti všech potenciálních 
protektantů. Zvyšování zbytkové aktivity ve třetím cyklu mražení může být způsobeno tím, že 
ledové krystaly vytvořené mražením nemusely být řádně rozpuštěny. 
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Porovnáním výsledků vzorku lipázy obsahující BUD z DLS a DSC 
a ze spektrofotometrického stanovení katalytické aktivity vyplývá, že čím hůře je protektivní 
látka schopná molekulu enzymu stabilizovat, tím více je aktivní místo přístupné pro 
enzymatickou katalýzu, a tím se tedy i zvýší aktivita enzymu. Toto tvrzení bylo dokázáno 
i v opačném smyslu, když protektivní látka má dobré protektivní účinky na stabilitu enzymu, 
tak má naopak horší dopad na jeho aktivitu. 
Ukazuje se, že 3HB vykazoval relativně vysoký stabilizační účinek, nicméně jeho inhibiční 
účinek byl relativně nízký, což je jeho výhodou. Navíc další výhodou 3HB oproti JAN je jeho 
potenciál vytvářet lineární polyestery – PHB. Ten může u PHB akumulujících bakterií 
fungovat jako neaktivní forma chemického chaperonu (s minimálním inhibičním účinkem, 
navíc nenavyšuje osmotický tlak v buňce), která může být snadno metabolicky převedena 
na aktivní formu prostou hydrolýzou polymeru. Navíc v důsledku cyklického charakteru 
metabolismu  PHB je v buňce stále přítomné relativně vysoké množství 3HB, a to 
i v porovnání s di- a tri-karboxylovými kyselinami (metabolity Krebsova cyklu), které sice 
vykazují vyšší protektivní aktivitu, ale v mikrobiálních buňkách se nacházejí v řádově nižších 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
2HB   2-hydroxybutyrát sodný 
3HB   3-hydroxybutyrát sodný 
ADP   adenosindifosfát 
ATP   adenosintrifosfát 
BUD   1,3-butandiol 
BUT   butyrát sodný 
CE   kapilární elektroforéza 
DLS   dynamic light scattering 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
DSC   differential scanning calorimetry 
DTA   diferenční termická analýza 
ES   komplex enzym-substrát 
hf-DSC  diferenční kompenzační kalorimetrie s tepelným tokem 
Hsp   proteiny tepelného šoku 
HPCE   vysokoúčinná kapilární elektroforéza 
IEF   isoelektrická fokusace 
IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 
JAN   jantaran sodný 
K   kontrolní vzorek 
MCL PHA  medium chain length polyhydroxyalkanoates 
NMR   magnetická resonance 
P(3HB-co-3HV) poly(3-hydroxybutyrát-co-3-hydroxyvalerát) 
PAGE   elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
PAGE-SDS  elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfátem sodným 
PBA   4-fenylbutyrát sodný 
PHA   polyhydroxyalkanoát 
PHB   poly(3-hydroxybutyrát) 
PHV   polyhydroxyvalerát 
pI   izoelektrický bod 
SCL PHA   short chain length polyhydroxyalkanoates 
SDS   dodecylsulfát sodný 
TG   termogravimetrie 
TMAO  trimethylamin-N-oxid 
